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【論文の内容の要約】 
作物の耐塩性を高めることは世界の作物生産を増加させる上で重要な研究課題の一つで
ある．作物の耐塩性には品種間差があるので，耐塩性の品種間差を引き起こす原因を解明
し，これに関わる遺伝子座やその原因遺伝子を特定することによって効率的に耐塩性の高
い作物品種を作出できると考えられる．これまでの研究から，長期間の塩ストレスでおこ
るオオムギ（Hordeum vulgare L.）の子実重減少の品種間差が主として子実の稔性の低下の
違いによっておこることが明らかにされている．そこで本研究は，これまで検討に用いら
れてきた塩感受性品種 OUC613（岡山大学登録番号）と耐塩性品種 OUE812（岡山大学登録
番号）を用いて，塩ストレスによって子実稔性の品種間差が起こる機構を解析した（第 1
章）．併せて，OUC613 と OUE812 に由来する組換え自殖系統群（RILs）を用いて塩ストレ
ス下で稔性を高く維持する量的形質遺伝子座（QTL）を特定し（第 2 章），QTL領域内に見
出された原因遺伝子の検討を行った（第 3 章）． 
第 1章では 2月上旬にバーミキュライトを充填した 1/2000 aポットにOUE812とOUC613
の種子を播種し，播種後 30日後から 150 mM NaClあるいは 200 mMのNaClを含むHoagland
水耕液（塩ストレス処理）と NaClを含まない水耕液（無処理）を用いて栽培した．水耕液
補充時は，ワグネルポット下部の排水孔に栓をした後，所定の濃度のNaClを含んだHoagland
水耕液をバーミキュライト表面が浸るまで灌水したのち，排水孔の栓を抜いて十分に排水
した．塩ストレス処理は幼植物期から成熟期まで週 2 回行って生育させた．塩ストレスに
よる稔性低下の原因を調査するため，塩ストレス処理した植物と無処理の植物の間の人工
交配実験を行った．その結果，塩ストレス処理した OUC613 の子実の稔性が大きく低下す
る主たる原因は雄しべ側にあることが明らかとなった．そこで，塩ストレスによる稔性低
下の要因を葯や花粉に着目して検討した．Fluorescein diacetate（FDA）染色による花粉の活
性の調査，葯断面の電子顕微鏡観察から，花粉の活性と花粉壁や花粉粒の微細構造には塩
ストレスの有無，品種の間に大きな相違は認められなかった．開花 24 時間後の小穂を採取，
固定してアニリンブルー染色し，柱頭上に付着する花粉数と柱頭上の花粉発芽率を調査し
たところ，柱頭上の花粉数と花粉発芽率は塩ストレスによって低下したが，OUC613 の低下
が OUE812 に比較して著しく大きく，これらが塩ストレス下での稔性の低下の要因である
ことが分かった．さらに，塩ストレス下で柱頭上に付着する花粉数が OUC613 で大きく減
少するのは，葯内総花粉数，葯の裂開率，葯からの花粉の飛散率がいずれも低下すること
によることも併せて分かった． 
 第 2 章では，OUE812 と OUC613 を交配して育成した組換え自殖系統群（F6あるいは F7
集団）を用いて，エクソン配列を解析対象とした exome QTL-seq 法と従来の連鎖解析法に
より，塩ストレス下で稔性を高く維持することに関わる QTL解析を行った．RILsは 2 月上
旬にバーミキュライトを充填した 1.1 L容器に播種し，第 1 章の方法に準じて，コントロー
ルとして 0 mM NaCl処理，塩処理として 150 mM あるいは 200 mM NaCl処理をして栽培し
た．Exome QTL-seq では，RILsの稔実歩合を調査し，その値の頻度分布から，上位 20 系統，
下位 20 系統をそれぞれ高バルク，低バルクとして選抜した．バルクごとにそれらの DNA
を等量混合し，オオムギのエクソン領域をプローブに設計した SeqCap EZ library SR（Roche 
diagnostics，Switzerland）を用いて，プロトコルに従いエクソン領域の濃縮ライブラリを作
製した．各バルクのライブラリは次世代シークエンサー（Miseq，Illumina,USA）によりシ
ークエンスし，QTL-seq パイプラインを用いて QTL 解析を行った．連鎖解析は，Illumina 
Goldem gate asssay（Illumina）によって検出した両品種の 146 個の SNP を用いて，146 個の
マーカーが染色体全体に分布した連鎖地図を作製した．QTL解析はソフトウェアWin QTL 
cartographer ver. 2.5 を用いて行った．その結果、OUE812 の対立遺伝子の効果によって塩ス
トレス下でも稔性を高く維持する有意な QTLが，両方の QTL解析で共通して第 2 染色体に
1 ヶ所検出できた．そして、Exome QTL-seq 法で検出された QTL領域内に含まれる 90 個の
遺伝子の中に，イネやシロイヌナズナにおいて稔性に関わると報告されている F-box タンパ
ク質をコードする遺伝子 AK357304，および TIFY タンパク質をコードする遺伝子
MLOC_12120を見出した． 
 第 3 章ではこれらの遺伝子を子実稔性に関わる候補遺伝子として，ダイレクトシークエ
ンス法による両品種の塩基配列の調査を行い，両品種の塩基配列を比較した．また，0 mM 
NaClあるいは 200 mM NaCl処理をして栽培した OUE812 と OUC613 において，穎花分化期
と減数分裂期の幼穂，開花直前の葯，子房，内・外穎における候補遺伝子の遺伝子発現量
をリアルタイム RT-PCRにより解析した．栽培は第 1 章の方法に準じて行った．AK357304
の塩基配列を比較したところ，コード領域内において両品種間に 4 ヶ所の SNP があり，そ
のうちの 1 ヵ所の SNP においてアミノ酸置換が生じていた．AK357304 の遺伝子発現量は，
NaCl処理に関わらず幼穂の発育が進むに伴って減少し，開花期直前の花器における発現量
は著しく小さくなった．そして，いずれにおいても同じ処理区では発現量に品種間差がみ
られなかった．MLOC_12120 は両品種間にコード領域における SNP は検出されなかった．
両品種ともアミノ酸配列に TIFY モチーフと Jasモチーフを含んでおり，本遺伝子が TIFY
ファミリーのうちの Jasmonate ZIM-domain（JAZ）タンパク質をコードする遺伝子であるこ
とが分かった．遺伝子の発現量は，両品種とも穎花分化期と減数分裂期の幼穂に比較して，
葯で著しく多くなり，幼穂での品種間差は小さかったが，葯において大きな品種間差がみ
られ，OUC613 は OUE812 よりも有意に高い発現量を示した．JAZタンパク質は雄しべの発
達や葯の裂開に必要な植物ホルモンであるジャスモン酸（JA）のシグナル伝達を負に制御
するリプレッサーの役割をもつことが最近明らかにされていることから，以上の結果は，
葯における JAシグナル伝達が塩ストレス下ではOUC613においてより抑制されている可能
性を示唆するものである．  
本研究の結果から，塩ストレスによって OUC613が OUE812 に比較して，子実の稔性が
著しく低下する機構として，OUC613 は OUE812に比較して，開花直前の葯において JA シ
グナル伝達を抑制する JAZタンパク質をコードする遺伝子MLOC_12120 の発現が高く，こ
れが塩ストレスによって葯の裂開異常，葯内花粉数の減少，花粉の飛散能力と花粉の発芽
能力の低下を引き起こし，花粉ひいては子実の稔性を大きく低下させることが推察された．
そして、本研究によって，塩ストレスにおけるオオムギの子実稔性低下の品種間差を引き
起こす機構の一部を明らかにできただけでなく，花粉稔性の低下に関与するジャスモン酸
シグナル伝達経路における JAZタンパク質をコードするMLOC_12120 の発現と塩ストレス
によって引き起こされるオオムギの子実の不稔との関係を示すことができ，塩ストレスに
よって発生する子実の不稔の発生機構解明のための新たな知見を提供することができた． 
